



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































「gCGA6．6 2．3AlaGCA19．815．0CGC9．2 2．1 GCC20．014．7CGG6．1 1．3 GCG4．2 5．5CGU9．2 7．2 GCU23．526．5AGA4．5 3．2 yGGA22．79．4AGG2．3 8．1 GGC16．19．3
e CUA7．7 2．0 GGG12．75．3CUC2．7 4．3 GGU15．31．9CUG5．8 9．0 a GUA9．410．3CUU5．5 0．1 GUC12．413．9UUA8．1 4．5 GUG21．39．9UUG2．9 1．0 GUU 25．0
erUCA1．6 6．2 ysAAA34．139．2UCC4．9 4．9 AAG? 34．5UCG3．9 7．1 SAAC21．25．8UCU7．5 4．6 AAU132．9AGC6．7 7．9 nCAA15．729．2AGU2．4 2．1 CAG26．911．4



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































eIF－4E 5．5 6×10’4 1×10－4
Th・i・di・at・d　k…nd擁w・・e　ca1・・1・t・d　f・・m・h・SPR・n・1y・es　sh・w・i・Fig2－15・
4E－BP2＋eIF－4E；complex　of　m7GTP－free　elF－4E　and　GST－BP
e】IF4E；m7GTP－free　eIF－4E
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まとめ
細胞抽出液を使用した2種類のアフィニティーカラムクロマトグラフィーによって、
本論文で調製したelF－4E及びGST－BP2が生化学的な活性を有していること、そして
eIF－4EがGST－BP2と結合するばかりでなく、キャップアナログと三者複合体を形成でき
ることを定性的に明らかにした。
精製したキャップアナログ結合及び非結合2種類のeIF－4Eと精製したGST－BP2による
GPC分析で、　eIF－4Eが他の因子の存在なしで、4E－BP2と結合できることが確認した。ま
た、eIF－4Eがキャップアナログと三者複合体を形成できることを確認、した。
生体内において4E－BPは単独のeIF－4E分子とelF－4G分子との結合を抑制するだけではな
く、mRNA上のキャップ構造と複合体を形成したeIF－4EとelF－4G分子との結合をも抑制
することによっても、翻訳開始の制御が可能であることが示唆された。
GST－BP2とelF－4Eとの相互作用のSPR測定で、　m7GTPのelF－4Eへの結合の有無で会合状
態における大きな差異が観察され、KD値はそれぞれm7GTP結合のeIF・4Eは3x10’9　M、
m7fTP非結合のeIF－4EはlxlO7　Mであった。　m7GTPのelF－4Eへの結合はGST．BP2とelF－4E
との親和性を増加させた。この親和性の増加は、m7GTPのeIF－4Eへの結合によるアロス
テリックな構造の変化によるものと思われる。
eIF－4Eとm7GpppAとの相互作用のSPR測定で、この相互作用は4E－BP2のeIF－4Eへの結合
に関係なく非常に微弱であり、生化学的に意味のある数値ではなかった。
　これら結果より、生体内でのeIF－4EとmRNAのキャップ構造との結合には、他の翻訳
開始因子が必要不可欠であり、それはRNA結合部位を持っているeIF－4Gに違いない。生
体内においては、elF－4EとelF－4Gが協調してキャップ構造を持ったmRNAのそれぞれの
認識部位と結合して、翻訳開始の引き金になっていると考える。
本項の結果より、筆者はperfomled　assembly　modelを支持する。最後に本項で得られた
データによる翻訳開始の制御モデルを図2－16に示した。
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ln　translational　lnitiation，　olF4E　binds　te　elther　4E・BP　or　elF4G．
The　4E・BP・bound　olF4E　can　not　rocognizo吐ho　cap　structure、
EIF4E　can　not　recognizo　the　cap　st四cture　aSone，　but　can　rgcognize　the　oap　structure
by　particlpation　with　the　elF4G’n　vivo．
図2－－16翻訳開始の制御モデル
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結論
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　本論で筆者はXen　op　us　lacyis　elF－4E遺伝干の大量発現系をバキュロウイルスー昆虫細胞シ
ステムによって構築し、キャップ構造アナログであるm7GTP－Sepharoseによるアフィニ
ティー精製でSf－9培養液1000ml当り4mgの組換えelF4Eを精製することに成功した。
　組換えeIF－4Eが、天然のelF－4Eと完全に同一の分子である事をMALDI－TOFMS分析及び
ペプチドマッピングで同定した。その際に、eIF－4Eにはアミノ末端のメチオニンが解離
し、2残基目のアラニンにアセチル化の修飾が起こっている事を明らかにした。
結晶化の検討を行ない、柱状の粗結晶を得ることに成功した。
　アフィニティーカラムクロマトグラフィー及びGPC分析でelF－4EがGST－BP2と結合す
るばかりでなく、キャップアナログと三者複合体を形成できることを定性的に明らかに
し、さらに生体内において4E－BPが遊離したelF－4E分子とeIF－4G分子との結合を抑制す
るだけではなく、mRNA上のキャップ構造と複合体を形成したelF－4EとeIF－4G分子との
結合をも抑制することが可能であることを明らかにした。
GST－BP2とeIF－4Eとの相互作用のSPR測定によって、　m7GTPのelF－4Eへの結合は
GST－BP2とelF－4Eとの親和性を増すこと、またeIF－4Eとm7GpppAとの相互作用のSPR測定
ではこの相互作用が4E－BP2のeIF4Eへの結合に関係なく非常に弱いことを見出した。
本論文より、生体内でのeIF－4EとmRNAのキャップ構造との結合には、他の翻訳開始
因子が必要不可欠であり、それはRNA結合部位を持っているeIF－4Gと推測した。　elF－4E
とeIF－4Gが協調してキャップ構造を持ったmRNAのそれぞれの認識部位と結合して、翻
訳が開始がすると筆者は考え、performed　assembly　modelを支持する。
試薬、溶液
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　試薬は、和光純薬等試薬メーカーの製品を用途に応じた品質の特級、生化学用等のも
のを使用した。酵素類は宝酒造、東洋紡等から購入した。試薬及び溶液（培地）の組成
等は下記に示したが、基本的にはMolecular　Cloning（Sambrook，　J．，　Fritsch，　E．　F，　and
Maniatis，　T編、　Second　Edition，　Cold　Spring　Harbor　Laboratory　Press．）やCURRENT
PROTOCOLS　IN　MOLECULAR　BIOLOGY（Virginia　Benson　Chanda編、　John　Wiley＆Sons，
Inc．）等の実験書にしたがった。器具、試薬及び溶液（培地、緩衝液）などは必要に応じ
て滅菌して使用した。
OLB（Luria－Bertani）液体培地
　　　19／100ml　　　　　Bacto－tryptone
　　O5g／100ml　　　　　Bacto－yeastextract
　　　19／100ml　　　NaCl
OLBIAmp液体培地：LB液体培地＋100　Pt　9／mlAmp
OLB／Ampプレート：LB液体培地にBacto－agarを1．5％加え、オートクレープ、冷却後、
終濃度100　Pt　g／mlでAmpを加えて固めた。
OLB／Amp、　IPTG、　X－Galプレート：LB液体培地にBacto－agarを1．5a／，加え、オートクレー
　プ、冷却後、終濃度200、40μg／mlでAmp、　X－Gal（40mg／ml　in　DMF）を加えて固めた。
　形質転換細胞と23．8mg／m1のIPTG　20　Pt　1をプレートに同時に塗布した。
OLB／Amp、　Tc、　IPTG、　X－Galプレート：LB液体培地にBacto－agarを1．5％加え、オートク
　レープ、冷却後、終濃度200、25、40pt　g／mlでそれぞれAmp、　Tc、　X－Gal（40mg／mlin
DMF）を加えて固めた。形質転換細胞と23．8mg／mlのIPTG　20μ1をプレートに同時に
塗布した。
OYPD液体培地
　　　29／100ml　　　　　　Bacto－peptone
　　　lg／lOOml　　　　　Bacto－yeast　extract
　　　291100ml　　　　Glucose（ブイルター滅菌）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100
0YPDプレート：YPD液体培地にBacto－agarを1．Sa／o加え、オートクレープ、冷却して固
　した。
○ウラシル合成液体培地（Glucose）
　　　1M
6．7mg／ml
20mg／ml
10μ　9／ml
40μ9／ml
20μ9／ml
60μ9／m1
60μ9／ml
50μ9／ml
20μ9／ml
50μ9／ml
200μ9／ml
40μ9／ml
50μ9／ml
○ウラシル合成培地（Glucose）プレート
　acidにBacto－agarを1．5％加えてオートクレープ後、所定濃度になる様にGlucose及びア
　ミノ酸溶液を加えて冷却して固めた。
○ウラシル合成液体培地（Galactose）：ウラシル合成液体培地（グルコース）中の
　20mg／ml　Glucoseの代わりに20mg／mlGalactoseを使用した。
○合成DNAは下記に配列のものをサイメディアより購入した。
　5SCBAM：5㌧GCGGGATCCAAAAAAAATGGCTGCCGTGGAACCGGAAAAC－3i
　4E31XB：5’－CCTT　rGGATCCTCGAGATTGC’I　rGACGCAGTCTCCT－3「
　4E36：5LTITAAGCTTCTGCAGTAAGAATACTITGATGGCGTC－3’
Sorbitol
Yeast　nitrogen　base　w／o　amino　acid
Glucose（フィルター滅菌）
Adenine　Sulfate（フィルター滅菌）
Argmine－HC1（フィルター滅菌）
Histidine（フィルター滅菌）
Isoleucine－HCI（フィルター滅菌）
Leucine－HCI（フィルター滅菌）
Lysine－HCI（フィルター滅菌＞
Methionine（フィルター滅菌）
phenylalanine（フィルター滅菌）
Threonine（フィルター滅菌）
Tryptophan（ブイルター滅菌）
Tyrosine（フィルター滅菌）
　　　　　　　　：0．679／100mlのYeast　nitrogen　base　w／o　amino
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　5SCECO：5t－CGGGAATrCAATrGAAGGTAGAATGGCTGCCGTGGAACCGGAAAAC－31
　3SCECO：5’－GGGAATTCCTCGAGATVI’GCTTGACGCAGTCTCCT－3T
　MIYOI：5㌦ACTrGGCAGGCTAATrrGAGATrGATrrCAAAATrTGAT－3’
　MrYOr【：5’－ATCAAATITrGAAATCAATCTCAAA　［TAGCCTG　CCAAGT－3’
　NcoNEND：5’一’TI”TGGTACCATGGCGGCCGTGGAACCGGA－3’
OTE　Buffer
　　　　　　10mM　　　　　Tris　－HCI　pH8．0
　　　　　　　1mM　　　　　　EDTA
OSample　Buffer
　　　　　　　　2％　　　　　　SDS
　　　　　lOOmM　　　　　Dithiothreitol
　　　　　　O．Olo／，　　　　　Bromophenol　blue
O5×MBN（Mung　Bean　Nuclease）Buffer
　　　　　150mM　　　　　NaOAc　pH5．0
　　　　　250mM　　　　　NaC1
　　　　　　　25％　　　　　　Glycerol
O10×TEN　Buffer
　　　　　100mM　　　　　Tris－HCI　pH7．6
　　　　　　10mM　　　　　EDTApH8，0
　　　　　　　　1M　　　　　　NaCl
OpYE　Ura3：東洋紡から購入した。
OE　Coti　Competent　Cells　HB　101：宝酒造から購入した。
OE　Cok’　Competent　Cells　BL21：宝酒造から購入した。
OSaccharomyces　cerevisiae　AB　1　380：東洋紡から提供して頂いた。
OIPL－41：LIFE　TECHNOLOGIESから購入した。
OGIM：LIFE　TECHNOLOGIESから購入した。
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OpBacVector－2000　DNA　Kit：宝酒造から購入した。
OX－ga1（5－bromo－4－chloro－3－indolyl一β一D（・）－galactopyranoside）：宝酒造から購入した。
OGIM　Liqid　Medium：LIFE　TECHNOLOGIESから購入した。
Om　7　GTP　Sepharose　4B：Phamlaciaから購i入した。
OGIutathione　Sepharose　4B：Phamlaciaから購入した。
07－methylguanosine　5「－triphosphate：SIGMAから購入した。
Om7GpppA：東京工業大学石川正英博士による合成品を恵与していただいた。
OAnti－elF－4E　Serum（rabit）：サワディーテクノロジーから購入した。
OAP－conjugated　Anti－rabbit　IgG：フナコシから購入した。
103
実験操作
104
実験操作については必要に応じて本文中に示してあるが、基本操作に関しては一括し
て表示した。
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・PCR
　　10XReaCtiOn　BUffer
　　dNTP　mix（20mM）
　　＋Primer
　　・Primer
　　Target　DNA
　　Sterilized　Water
　　Tth　DNA　polymerase
　　　　　　Total　reac．　soln．
Reaction　condition
　　　　　　　　94°C　　　1．5min．
　　　　　　　　40°C　　　2．5min．
　　　　　　　　72°C　　　1．5min．
1叩1
1pl
lpl（Ca．50pmol）
1pl（Ca．50pmol）
5pl
81pl
lpl
Y99P1’PY1w「
DNA　soln．　X　l
　　　　　5MNH40Ac（XxO・1）pl
　　　　　cold　EtOH（X　x　2．5）pl
Cooled　b　l－i　N2
4°C15min．
Rinsed　out　2　times　with　cold　70％EtOH
奄奄d5iiiEi
Purified　DNA　Soln．
DNA　soln．　X　l （ex．　10pl　Scale　reaction）
10　x　Reaction　Buffer（H　or　Mor　L　or　etc．）1pl
Sterilized　Water（10・X・Y・1）pl
Restriction　Enzyme　Ypl　　　　　（Y＝1　－3pl）
・DNA　urification　from　a　arose　el
1．5ml　e　endorf　tubin
（by　DNA　prep）
　Nal　soln．2001」l
until　dissolvin
Glass　milk　20pl
Centrifu　ation
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↑
Washed　out　2　times　with　cold　washin
琴Ebuffer1・pl
lySPhIIIPtby’pmglSQpa1Pt1
Centrifu
琴Ebuffer1・pl
lySP奄撃撃狽撃撃狽狽浮垂高№撃撃高吹E3m’IL
su　．＝　urified　DNA　Soln．
Centrifu　ation　9000　4°C　5sec．
●CIAP　Reaction
DNA　soln．　X　l
37°C
（ex．50μI　scale　reaCtiOn）
10xAlkaline　Phosphatase　Buffer　spl
Steri髄zed　Water（50・X・5・1）pl
Calf　Intestine　Alkaline　Phosphatase　l　pl
Omin．
Calf　lntestine　Alkaline　Phosphatase　l　pl
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・DNA　urification　with　Phenol／　Chloroform
TE－saturated　Phenol　Xpl
Gent置　5min．
⊥姻Ωn　　　　（by　Takara　Ligati。n　kit　using）
　　　　　DNA　di　estion　soln・X　l
　　　　　　　　　　　DNA　lnsert　soln．　Ypl
　　　　　　　　　　　DNA　ligation　kit　Soln．　A　Buffer（X＋Y）x41．il
　　　　　　　　　　　DNA　ligation　kit　Soln．　B　Buffer（X＋Y）pl
　　　　　16°C30min．弼o／n
●Transfo「mation
Com
　　　　　　DNA　soln．＜10匹11
42°C45－60sec．
＝＝＝＝奄奄w‘’一
　　　　　　SOC　medium　O．4ml
37°C60min．
Centrifu →レSUP．s4y1u1OO　I
Platin　on　Selection　Plate＆37°C　o／n
・KlenOw　ReaCtion　　　　（ex．20Vl　scale　reaction）
　　　　DNA　soln．　X　I
　　　　　　　　　10　X　Klenow　Buffer　2pl
　　　　　　　　　lmM　dNTP　21」I
　　　　　　　　　Steri屡ized　Water（20・X・2・2・2）pl
　　　　　　　　　Klenow　Fragment　2pl
16　C　lhr
Bean　Nuclease　Reacti◎n
DNA　soln．　X　l
20％PEG6000／2．5MNaCl（XxO．6）pl
Centrifuation　10000　4°C　10min．
Rinsed　out　1　time　with　cold　70％EtOH
Purified　DNA　Soln．
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1mpupmpmK93Pt（Rapid　Meth°d）
3min．
鵠ENBuffer12・pl
Sus　endin
　　　　　　TE■saturated　Phenol　120pl
Centrifu　ation10min．
筆糊含瀦1凱
　　　Gentl　2min．
Centrifu　ation0°C15min．
響7・％Et・H5・・pl
Centrifu　ation　9000　0°C
　　　　　　　　　　　　　Vacuumin
　　　　　　TE　Xpl
　　　　　　O．46mg／ml　RNaseAll」1
際PEG6…1・2．5M・NaCI（Xx・．6）pl
Centrifu　ation
Rinsed　out　1　time　with　cold　70％EtOH
　　　　　TE　buffer
Plasmid　DNA　Soln．
109
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半BufferP14ml
Sus　endin
Shakih
Buffer　P2　4ml
Gentl　atr．t．5min．
　　　　　Chilled　Buffer　P3　4ml
O°Clmin．
Centri面ati。n130004°C30min．
su　．＆A　　匿to　the　QIAGEN・ti　100
2・Propanol　3．5ml
uation　6500　4°C
insed　out　l　time　with　cold　70％EtOH　5ml
　　　　　TE　buffer　2001」l
Purified　Plasmid　DNA　Soln．
三幽　　　　　　　　　（by　using　Takara　DNA　BIunting　kit）
　　　　DNA　di　estion　soln．　X
　　　　　　　　　　10xBuffe「11」l
　　　　　　　　　　Sterilized　Water（9・X・1）pl
　　　　　　　　37°C
　　　　　　　　下4DNA　P・lymerase・1pl
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●For　LMW　DNA
　SeaKem　GTG　Agarose　Gel　SeaKem　1．5％Agarose　Gel
　　　　　　hO．5　X　TAE　　　　　　　　in O．5　x　TAE
・For　Analysis　　　　　・For　HMW　DNA
　SeaKem　LE　Agarose　Gel　SeaKem　O．7％Agarose　GeI
　　　　　in　O．5　x　TAE　　　　　　　　　　　　　in　O．5　x　TAE
・For　Very　LMW　DNA　　・10xDye
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．5mglml　BPB
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．5mglml　Xylene　Cyan◎1
NuSieve 4．0％Agarose　Ge
　　in O．5 x　TAE
●Electrophoresis　Buffer（0．5　x　TAE）
　　　48．4911Tris
　　　11．42ml11　Acetic　Acid　　　　10xTAE
●SDS－PAGE
●Separation　Gel
　　　Distilled　Water
　　　30％Acrylamide　mix．（29：1）
　　　1．5M　Tris・HCI　pH8，8
　　　10％SDS
　　　Ammonium　Peroxodisulfate
　　　TEMED
●Concentration　Gel
　　　DistiIled　Water
　　　30％Acry｛amide　mix．（29：1）
　　　0．5M　Tris・HCI　pH6．8
　　　10％SDS
　　　Ammonium　Peroxodisulfate
　　　TEMED
●PAGE　Buffer（l　x）
　　　25mM　Tris・HCI　pH8．4
　　　192mM　GIycine
　　　O．1％SDS
（ex．　T＝15％，4sheets）
7．2ml
5．Oml
7．5ml
O．3ml
Tr c
　12pl
5．65ml
1．7ml
2．5mI
O．1mI
Tr c
　10pl
・Sample　Buffer（1　x）
　　　60mM　Tris・HCI　pH6．8
　　　100mM　Dithiothreitol
　　　2．0％SDS
　　　O．01％BPB
●Electrophoresis　Condition
　　　35mV　Constant　1　1　sheet
111
〃2
●Western　Blottin
●Transfer　Buffer
　　　48mM　Tris　Base
　　　39mM　GIycine
　　　O．037％SDS
　　　20％MeOH
●Pretreatment　of　PVDF
Soak　in　Transfer　Bufer　3min．2times
●Electro・Transfer　Condition
　　　90mA　Constant，1．Ohr．1100x100mm　l　PVDF　Sheet
・Anti－Serum　Detection
　　Wash　Electro・Transfered　PVDF　with　TBS　r．t．5min．
lgq11：lt211Eflllllllg1mPllll℃tgl
Reaction　with　Anti・elF・4E　Serum　soln．20ml　r．t．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　01n
2hr．
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●AP　Detection
　　Alkaline　Phoshata e　Buffer　15ml
50pg／ml　NBT　in　70％DMF　100pl
sOpglml　BCIP　in　DMF　50pl
under　Dark　Condition　NBTIBCIP　Detection　Soln．
●Blocking　Buffer
　5％BSA　in　TTBS
　Filtration　by　O．81」m　tilter
・TBS
　　25mM　Tris・HCI　pH7．4
　　140mM　NaCl
　　5mM　KCI
・TTBS
　　O．05％Tween－20　in　TBS
・Anti・elF・4E　Serum　soln．
　　1／2000　Anti－elF－4E　Serum　dilut
　　　　　　by　2％BSA　in　TTBS
・AP脚anti　rabbit　lgG（goat）sol
　　115000AP・anti－rabbit　lgG　dilut
　　 　　　with　2％BSA　in　T「BS
　　　　　acted　Membrane　in　NBTIBCIP　Detection　Soln．
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